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(54) Titre : ASSOCIATION D'INHIBITEURS DE CALPAINE ET DE PIEGEURS DES FORMES REACTTVES DE L'OXY- 
<N GENE 

(57) Abstract: The invention concerns a pharmaceutical composition comprising, as active principle, at least a calpain inhibiting 
rH substance and at least a substance trapping reactive oxygen species (ROS), and optionally an acceptable pharmaceutical carrier. The 
O invention also concerns a product comprising at least a calpain inhibiting substance and at least a substance trapping reactive oxygen 
O species (ROS), selectively or not, as combination product, the active principle being separate. 

(57) Abreg6 : La presente invention concerne unc composition pharmaceutique comprenant, a titre de principe actif, au moins unc 
substance inhibitrice des calpaines et au moins une substance piegeur des formes reactives de l'oxygene (ROS pour "reactive oxygen 

Q species"), et eventuellement un support pharmaceutiquement acceptable. L' invention concerne egalement un produit comprenant au 
moins une substance inhibitrice de calpaines et au moins une substance piegeur de formes reactives de Toxygen, de maniere selective 

^ ou non, en tant que produit de combinaison, sous forme separee, de ces principes actifs. 
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Association d'inhibiteurs de calpaine et 
de ptegeurs des formes rSactives de Toxygfene 

La presente invention conceme une composition pharmaceutique comprenant, a titre de 
principe actif, au moins une substance inhibitrice des calpaines et au moins une substance 
ptegeur des formes rSactives de l'oxyg&ie (ROS pour "reactive oxygen species"), et 
eventuellement un support pharmaceutiquement acceptable, ^invention conceme 
5 egalement un produit comprenant au moins une substance inhibitrice de calpaines et au 
moins une substance piegeur de formes reactives de l'oxyg&ie, de maniere selective ou 
non, en tant que produit de combinaison, sous forme separee, de ces principes actifs. 

Compte tenu du role potentiei des calpaines et des ROS en physiopathologie, une 
composition selon l'invention peut produire des effets b6n6fiques ou favorables dans le 
1 0 traitement de pathologies oi ces enzymes et / ou ces especes radicalaires sont impliquees, 
et notamment : 

-les maladies inflammatoires et immunologiques comme par exemple l'arthrite 
rhumatoide, les pancreatites, la sclerose en plaques, les inflammations du systeme 
gastro-intestinal (colite ulcerative ou non, maladie de Crohn), 

15 -les maladies cardio-vasculaires et c6r6bro-vasculaires comprenant par exemple 
rhypertension arterielle, le choc septique, les infarctus cardiaques ou cerebraux 
d'origine isch^mique ou hemorragique, les ischemies ainsi que les troubles lies a 
Tagr6gation plaquettaire, 

- les troubles du systeme nerveux central ou p6ripherique comme par exemple les 
20 maladies neurodegeneratives ou Ton peut notamment citer les traumatismes cerebraux 

ou de la moelle epiniere, Phemorragie sub arachnoide, l'epilepsie, le vieillissement, les 
demences seniles, ycompris la maladie d' Alzheimer, la choree de Huntington, la 
maladie de Parkinson, les neuropathies p6riph6riques, 

- Tosteoporose, 

25 - les dystrophies musculaires, la cachexie, 

- les maladies proliferatives comme par exemple Tatherosclerose ou la restenose, 

- la perte d ! audition, 
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- la cataracte, 

- les transplantations d'organes, 

-les maladies auto-immunes et virales comme par exemple le lupus, le sida, les 
infections parasitaires et virales, le diabete et ses complications, la sclerose en plaques, 

5 - le cancer, 

- toutes les pathologies caract6ris6es par une production excessive des ROS et / ou une 
activation des calpaines. 

Dans Pensemble de ces pathologies, il existe des 6vidences experimentales demontrant 
V implication des ROS (Free Radic. Biol Med (1996) 20, 675-705 ; Antioxid. Health. 

10 Dis. (1997) 4 (Handbook of Synthetic Antioxidants), 1-52) ainsi que 1'impiication des 
calpaines (Trends Pharmacol. Sci. (1994) 15, 412419 ; Drug News Perspect (1999) 12, 
73-82). A titre d'exemple, les lesions c6r6brales assoctees a Finfarctus cerebral ou au 
traumatisme cranien experimental sont reduites par des agents antioxydants (Acta. 
Physiol. Scand. (1994) 152, 349-350; J. Cereb. Blood Flow MetaboL (1995) 15, 

15 948-952 ; J Pharmacol Exp Ther (1997) 2, 895-904) ainsi que par des inhibiteurs de 
calpaines (Proc Natl Acad Sci U S A (1996) 93, 3428-33 ; Stroke, (1998) 29, 152-158 ; 
Stroke (1994) 25, 2265-2270). Aucune association k but thfrapeutique de ces deux 
principes actifs, a savoir une substance inhibitrice des calpaines et une substance ptegeur 
des formes r6actives de FoxygSne, n'a ete decrite dans la litterature. De plus ces deux 

20 principes actifs agissent de fa$on synergique. 

La presente invention a done pour objet une composition pharmaceutique comprenant, a 
titre de principe actif, au moins une substance inhibitrice des calpaines et au moins une 
substance piegeur des fonnes r6actives de l'oxygdne, et eventuellement un support 
pharmaceutiquement acceptable. Dans la pr6sente demande, Texpression 11 au moins une 
25 substance inhibitrice de calpaines et au moins une substance piegeurs de radicaux libres" 
signifie Tassociation d f au moins deux entites differentes, i'une inhibiteur de calpaines et 
Tautre piegeurs de radicaux libres. 

La presente invention a plus particulierement pour objet une composition pharmaceutique 
comprenant, a titre de principe actif, une substance inhibitrice des calpaines et une 
30 substance piegeur des formes reactives de Poxygdne, et 6ventuellement un support 
pharmaceutiquement acceptable. 
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- la cataracte, 

- les transplantations d'organes, 

-les maladies auto-immunes et virales comme par exemple le lupus, le sida, les 
infections parasitaires et virales, le diabete et ses complications, la sclerose en plaques, 

5 - le cancer, 

- toutes les pathologies caractdrisees par une production excessive des ROS et / ou une 
activation des calpaines. 

Dans Fensemble de ces pathologies, il existe des evidences expfrimentales demontrant 
Implication des ROS (Free Radic. BioL Med. (1996) 20, 675-705 ; Antioxid. Health. 

10 Dis. (1997) 4 (Handbook of Synthetic Antioxidants), 1-52) ainsi que Fimplication des 
calpaines (Trends Pharmacol Sci. (1994) 15, 412419 ; Drug News Perspect (1999) 12, 
73-82). A titre d'exemple, les 16sions c6rebrales associSes a l'infarctus cerebral ou au 
traumatisme cranien experimental sont reduites par des agents antioxydants (Acta. 
Physiol. Scand. (1994) 152, 349-350; J. Cereb. Blood Flow Metabol. (1995) 15, 

15 948-952; J Pharmacol Exp Ther (1997) 2, 895-904) ainsi que par des inhibiteurs de 
calpaines (Proc Natl Acad Sci U S A (1996) 93, 3428-33 ; Stroke, (1998) 29, 152-158 ; 
Stroke (1994) 25, 2265-2270). Aucune association k but th&rapeutique de ces deux 
principes actifs, a savoir une substance inhibitrice des calpaines et une substance ptegeur 
des formes r6actives de l'oxyg&ie, n f a ete decrite dans la litterature. De plus ces deux 

20 principes actifs agissent de fa?on synergique. 

La presente invention a done pour objet une composition pharmaceutique comprenant, a 
titre de principe actif, au moins une substance inhibitrice des calpaines et au moins une 
substance piegeur des formes rfeactives de l'oxyg&ne, et eventuellement un support 
pharmaceutiquement acceptable. Dans la presente demande, Texpression " au moins une 
25 substance inhibitrice de calpaines et au moins une substance pi&geurs de radicaux libres" 
signifie Tassociation d f au moins deux entites differentes, Tune inhibiteur de calpaines et 
Tautre piegeurs de radicaux libres. 

La presente invention a plus particuli&rement pour objet une composition pharmaceutique 
comprenant, a titre de principe actif, une substance inhibitrice des calpaines et une 
30 substance piegeur des formes reactives de i'oxyg^ne, et 6ventuellement un support 
pharmaceutiquement acceptable. 
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Dans le terme piegeur de formes r6actives de Toxygene, il faut comprendre toute 
substance chimique ou enzymatique capable de s ! opposer ou de pieger les ou Tune des 

formes reactives de l'oxygene telles que 0 2 OH\ R0 2 \ RO # , ON0 2 ', NO', N0 2 ' ou 
(Halliwell B., Gutteridge JMC, Free radicals in biology and medicine, 2 nd ed., 

5 Oxford, Clarendon Press, 1989). Ces substances peuvent etre naturelles ou synthetiques et 
posseder des proprietes antioxydantes. (Santrucek and Krepelka, Antioxidants - Potential 
chemotherapeutic agents Drugs Future 13, 975-996, 1988 ; Jackson et al, Antioxidants : 
a biological defense mechanism for the prevention of atherosclerosis, Med Res. 
Reviews 13, 161-182 (1993) ; Aruoma, Characterization of drugs as antioxidant 

10 prophylactics, Free Rad. Biol. Med. 20, 675-705 (1996)). L'activite anti-oxydante d*une 
substance chimique peut etre determinee par des tests pharmaceutiques classiques tels 
que ceux illustres dans la partie exp&imentale de la presente demande. Une telle 
substance anti-oxydante peut ainsi presenter, sur la peroxydation lipidique (cf test dans la 
partie experimentale de la presente demande), une CI50 inferieure a 100 \*M et de 

1 5 preference inferieure a 1 0 (iM. 

Les calpaines sont des enzymes cytosoliques proteolytiques qui appartiennent a la famille 
des cysteines proteases. L'activation des calpaines est strictement d6pendante du calcium 
(Suzuki et al. Calpain : Novel family members, activation, and physiologicalfonction 
(1995) Biol.Chem, Hoppe-Seyler,376, 523-529). Dans des conditions physiologiques 

20 normaies, ces enzymes ne sont pas ou peu activees. Au contraire Felevation excessive de 
calcium intracellulaire qui est observee dans certains pltenomenes physiopathologiques 
induit une forte activation des calpaines. Cette activation entraine le chvage sflectif et par 
consequent la perte de fonction de proteines du cytosquelette, de rdcepteur membranaire 
ou de facteurs de transcription conduisant a la mort cellulaire et a la degradation des 

25 tissus. L ? activation des calpaines apparait jouer un role majeur et detetere dans plusieurs 
pathologies comme par exemple les maladies neurodegeneratives, Tischfemie c6r6brale ou 
les dystrophies musculaires, que pourraient eventuellement corriger des inhibiteurs de ces 
enzymes (Wank K et al. Calpain inhibition : an overview of its therapeutical potential 
(1994) Trends in Pharmacological Sciences 15, 412-419). Uactivite inhibitrice d'une 

30 substance chimique vis a vis des calpaines peut etre determinee par des tests 
pharmaceutiques classiques tels que ceux illustres dans la partie experimentale de la 
presente demande Une telle substance inhibitrice de calpaine peut ainsi presenter, sur 
Tinhibition de la calpaine (cf test dans la partie experimentale de la presente demande), 
une CI50 inferieure & 10 pM. 
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L'invention a egalement pour objet un produit comprenant au moins une substance 
inhibitrice des calpaiaes et au inoins une substance piegeur de formes reactives de 
l'oxygene en tant que produit de combinaison, sous forme s6paree, pour une utilisation 
simultanee ou sequentielle dans le traitement de pathologies dans lesquelles les calpaines 
5 et les formes reactives de l'oxygdne sont impliquees, pathologies telles que les maladies 
inflammatoires et immunologiques, les maladies cardio-vasculaires et 
cerebro-vasculaires, les troubles du systeme nerveux central, Tosteoporose, les 
dystrophies musculaires, la cachexie, la perte d ? audition, les maladies proliferatives, la 

■ 

cataracte, les transplantations d'organes, les maladies auto-immunes et virales, le cancer 
10 et toutes les pathologies caract£ris6es par une production excessive des ROS et / ou une 
activation des calpaines, et de preference, les troubles du systeme nerveux central ou 
peripherique, les dystrophies musculaires, la cachexie, la perte d'audition et la cataracte. 

Dans une composition pharmaceutique ou un produit selon l'invention, rinhibiteur des 
calpaines et le piegeur de formes r6actives de I'oxyg&ie peuvent se presenter a des doses 
15 qui peuvent etre identiques ou differentes. Les dosages sont choisis en fonction des 
composes associes a des diluants ou excipients appropries. 

L'inhibiteur des calpaines et le piegeur de formes reactives de l'oxygene peuvent etre 
administr6s de mantere simultanee ou sequentielle, par la meme voie d'administration ou 
par des voies differentes. De preference, les voies d'administration sont orale, parent6rale 
20 ou topique. 

Les pi6geurs de formes reactives de l'oxygene peuvent etre choisis par exemple parmi 
l'acide ascorbique, l'&hoxyquin, la N-acetyl-cysteine, les derives du carotene a savoir l'a-, 
P-, y- ou 8-carotdne et plus particuli&rement le p-carot6ne (Hao Chen et al, Free Radical 
Biology and Medicine 18 (5), 949-953 (1995)), l'acide 2,2,5,5-tetramethyl-3-pyrroline- 

25 l-oxyl-3-carboxylique, les ubiquinones telle que le coenzyme Q10 (S. Tereao et al., 
J. Org. Chem., 44, 868 (1979)) ou les composes captodatifs (H.G. Viehe et al., Acc. Res., 
18, 148-154 (1985), incorporee par reference dans la presente demande). Les piegeurs de 
formes reactives de l'oxygene peuvent egalement etre choisis par exemple parmi les 
nitrones, les composes ph&ioliques, des derives de Tindole, des indolines, des imidazoles, 

30 les phenothiazines, les ph6noxazines, les ph6nazines, les diphenylamines ou des # 
carbazoles, ou bien egalement parmi les enzymes capables de neutraliser les ou Tune des 
formes reactives de I'oxyg&ne telles que les superoxydes dismutases, les catalases ou les 
glutathions peroxydases et leurs mimetiques. 
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Comme exemples de nitrones piegeurs de formes reactives de i'oxygene, on peut citer les 
composes tels que definis dans les demandes WO 96/15110, WO 88/05044 et le brevet 
US 5310916 (incorpor6s par reference dans la presente demande) mais egalement le 
tempol et la N-ferr-butyl-a-phenyl-nitrone. 

5 Parmi les exemples de composes phenoliques piegeurs de formes reactives de Voxygene, 
on peut citer le probucol, NDGA, les derives du tocopherol & savoir Va-, p-, y-> e "> T ~ m 
5-tocopherol, ou les flavonoides phenoliques (R. A. et al, Phytochemistry, 27(4), 969-978 
(1988), incorporee par reference dans la presente demande). Les composes phenoliques 
piegeurs des formes reactives de l'oxyg&ie peuvent egalement etre choisis parmi les 

1 o composes de formule g6n6rale I A ou II A 




dans laquelle R'i represente un ou plusieurs substituants choisis parmi Tatome 
dliydrogene, les radicaux hydroxy, halo, carboxy, alkyle inferieure, alkoxy inferieur, 
alkenyle inferieur ou alkoxycarbonyle, les radicaux alkyle, alkoxy et alkenyles etant 
eventuellement substitu6s par un radical hydroxy, halo, carboxy ou amino ; et R2 

15 represente un ou plusieurs substituants choisis parmi Tatome d^ydrogSne ou les radicaux 
alkyle inferieur eventuellement substitue, alkoxy inferieur, hydroxy, halo, amino ou 
caiboxy. De preference, les composes de formule generale 1 A ou n A sont Tacide 3-5-di- 

/^t-butyl-4-hydroxybenzoique, le 2,3,6-trimethyl-2-hexyloxy-ph6nol, le 2,6-di-tert- 
butyl-4-methoxy-phenol, le 2,6-di^erf-butyl-4-methyl-phenol, le trolox, le gallate de 
20 n-propyle, Teugenole, Tacide cafeique, Tacide sinapinique, 1'acide gallique et le propofol. 

Les derives de Tindole pi6geurs des formes reactives de Toxyg&ie, peuvent etre des 
composes tels que definis dans la demande WO 96/26941. lis peuvent egalement etre des 
composes de formule generale III A 
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dans laquelle R'3 represente un ou plusieurs substituants choisis parmi I'atome 
dliydrogene, les radicaux hydroxy, halo, aUcyle inferieur ou alkoxy inferieur; R'4 
represente un ou plusieurs substituants choisis parmi I'atome dliydrog&ie, les radicaux 
halo, hydroxy, amino, caiboxy ou alkyicarbonylaminoalkyle. De preference, les 
5 composes de fonnule IEa sont la m6latonine, le 5-hydroxy-tryptamine, l'acide 5-hydroxy- 
indole-2-carboxylique. 

Parmi les d6riv£s de l'indoline ptegeurs des formes reactives de l'oxygene, on peut citer la 
5-amino-indoline et les N-alkyl-indolines et plus particulierement la N-m6thyl-indoline. 

Parmi les imidazoles piegeurs de formes reactives de l'oxygene, on peut citer l'imidazole 
1 o elle-meme ou la cimetidine. 

Parmi les inhibiteurs des formes reactives de l'oxygene, on peut 6galement citer les 
compos6s de formule IVa ou Va 




dans lequel R' 5 , R f 6, RV, R's, R9 representent, ind6pendamment, un atome d'hydrog&te, 
1 5 un radical alkyle, alkoxy, cyano, halo, hydroxy, nitro ou -NR f i iR ! i2, 

R'u et R12 reprfesentent, independamment, un atome d'hydrogene, un radical alkyle ouun 
groupe -COR f i3 ou bien R' n et R'n fonnent ensemble avec Tatome d'azote auquel ils sont 
rattaches un heterocycle eventuellement substitu6, 

R'i3 represente un atome d'hydrogene, un radical alkyle, alkoxy ou -NR'^'is, 

20 R'h et R'is representent, independamment, un atome d'hydrogene ou un radical alkyle, ou 
bien R'h et R'i 5 fonnent ensemble avec Tatome d'azote auquel ils sont rattaches un 
h6terocycle eventuellement substitue, 

R'io represente un atome d'hydrogene, un radical alkyle ou un groupe -COR'i6, 
R r i6 represente un atome d'hydrogene, un radical alkyle, alkoxy ou -NR'nR'is, 
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R'n et R'ir repr6sentent, independamment, un atome dliydrogene ou un radical alkyle, ou 
bien R'n et R\ 8 formeat ensemble avec Vatome d'azote auquel ils sont rattaches un 
heterocycle Eventuellement substitue, 

W reprfesente une liaison, O ou S on encore un radical -NCR'^V, dans lequel R'^ 
5 represente un atome dliydrogSne ou un radical alkyle. 

Comme exemples de carbazoles, on peut citer le carvedilol ou les composes de 
formule IV^ et plus particulierement le 4-hydroxycarbazole. Comme autres exemples de 
composes de formule IVa, on peut egalement citer les ph6nothiazines et plus 
particulierement la 2-methoxyphenothiazine, les ph6noxazines et les phenazines. Comme 
10 exemples de composes de formule Va> on peut citer les diph6nylamines telles que 
la 4-hydroxydiphenylamine, la 4-aminodiphenylamine ou la 4-m6tboxy- 
N<4-m6thoxyph6nyl)aniline. 

L ! invention a plus particulierement pour objet une composition ou produit tel que defini 
ci-dessus, dans lequel i'inhibiteur de calpatnes est t'acide 3-(4-iodophenyl)-2-mercapto- 
15 2-prop£noique (PD150606). 

^invention a plus particulierement pour objet 6galement une composition ou produit tel 
que d6fini ci-dessus, dans lequel I'inhibiteur de calpaxnes r6pond k la formule I B 

T-NH-CT(Ri)-C^ (Ib) 

dans laquelle 

20 R 2 , R2 et R3 representent, independemment, l'atome d'hydrogene ou bien un radical alkyle 
inferieur eventuellement substitu6 par un ou plusieurs substituants choisis parmi ; 
hydroxy, alkoxy inferieur, mercapto, alkylthio inferieur, carboxy, aminocarbonyle, 
(alkyle inf6rieur)aminocaibonyle, di(alkyl inferieur)aminocarbonyie, amino, guanidino, 
aryle eventuellement substitue ou h&feroaryle Eventuellement substitue, 

* 

25 le ou les substituants des radicaux aryle et heteroaryle 6tant choisis parmi : halo, 

hydroxy, alkyle inferieur ou alkoxy inferieur ; 

Y represente l'atome d'hydrogene ou un radical -C(0)-Ry ou -C(0)-0-R'y dans lequel 
Ry represente un radical alkyle inferieur ou -N(Ryi)(Ry2) ; 

R'y represente l'atome d'hydrogene ou un radical alkyle inferieur ou arylalkyle 
30 inferieur ; 
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Ryi et Ry 2 representent, independamment, Tatome dliydrogdne, un radical alkyle 
inferieur, alkoxy inferieur, arylalkyle inf6rieur, h6t6roarylalkyle inf6rieur, 
cycloalkyl-alkyle, heterocycloalkyle, ces radicaux pouvant etre substitute par un ou 
plusieurs susbtituants identiques ou differents choisis paimi : halo, hydroxy, 
trifluorom6thyle, alkyie inferieur, alkoxy inferieur, amino, (alkyl inferieur)amino, 
di(alkyl inferieur)amino, aryloxy, arylalkoxy ; 

n represente 0 ou 1 ; 

T represente un radical de formule -C(0)-0-Rti ou -C(0)-Rt 2 dans laquelle 

Rti represente un radical alkyle inferieur ou arylalkyle inferieur ; 

Rt 2 represente un radical alkyle inferieur, arylalkyle inferieur, aryloxy alkyle 
inferieur ou un heteroaryle. 

Dans les definitions indiqu6es ci-dessus, l'expression halo represente le radical fluoro, 
chloro, bromo ou iodo, de preference chloro, fluoro ou bromo. Par alkyle, lorsqu'il n'est 
pas donn6 plus de precision, ou alkyle inferieur, on entend un radical alkyle lineaire ou 
ramifie comptant de 1 a 6 atomes de carbone comme, par exemple, les radicaux m6thyle, 
ethyle, propyle, isopropyle, butyle, isobutyie, sec-butyle et tert-butyle, pentyle, 
neopentyle, isopentyle, hexyle, isohexyle. Les radicaux alkoxy, lorsqu'il n'est pas donne 
plus de precision, ou alkoxy inferieur peuvent corresponds aux radicaux alkyle indiqufes 
ci-dessus comme par exemple les radicaux methoxy, ethoxy, propyloxy ou isopropyloxy 
mais 6galement butoxy lineaire, secondaire ou tertiaire. Le terme alkylthio inferieur 
designe de preference les radicaux dans lesquels le radical alkyle est tel que defini 
ci-dessus comme par exemple methytthio, ethylthio. 

Par alkenyle, lorsqu'il n'est pas donne plus de precision, ou alkenyle infferieur, on entend 
un radical alkyle lin6aire ou ramifiS comptant de 2 & 6 atomes de carbone et pr&entant au 
moins une insaturation (une ou plusieurs double liaison). Comme exemple, on peut titer 
les groupes vinyle, allyle, prop&nyle, isopropenyle, pentenyle, butenyle, hexanyle, 
propenyle et butadienyle. Le terme cycloalkyle d6signe de preference les cycles 
cyclopropyle, cyclobutyle, cyclopentyle ou cyclohexyle. 

L'expression aryle repr6sente un radical aromatique, constitu6 d'un cycle ou de cycles 
condenses, comme par exemple le radical phenyle ou naphtyle. Le terme aryloxy designe 
de pr6fererence les radicaux dans lesquels le radical aryle est tel que d6fini ci-dessus 
comme par exemple le radical phenoxy. L'expression heteroaryle d6signe un radical 
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aromatique, constitue dhin cycle ou de cycles condenses, avec au moins un cycle 
contenant un ou plusieurs het6roatomes identiques ou differents choisis parmi le soufre, 
Tazote ou Toxygene. Comme exemple de radical heteroaryle, on peut titer les radicaux 
thi6nyle, furyle, pyirolyle, imidazolyle, pyrazolyle, isothiazolyle, thiazolyle, isoxazolyle, 
5 oxazolyle, pyridyle, pyrazinyle, pyrimidyle, quinolinyle, benzothi6nyle, benzofiiryle et 
indolyle. 

Le terme h£t6rocycloalkyle repr6sente de pr6f6rence un heterocycle satur6 mono ou 
bicyclique, comportant de 1 a 5 heteroatomes choisis panni O, S, N. Comme exemple, on 
peut titer : tetrahydrofuranne, tetrahydropyranne, oxetane, tetrahydrothiophene, 
10 tetrahydrothiopyranne, thietane, pyrrolidine, piperidine, azetidine, 1,3-dioxanne, 
1,3-dioxolanne, 1,3-dithiolanne, 1,3-dithianne, 1,3-oxathiolanne, 1,3-oxazolidine, 
1,3-imidazolidine ou 1,3-thiazolidine. 

Le terme arylalkyl (ou aralkyle) designe un radical dans lequel respectivement les 
radicaux aryle et alkyle sont tels que definis ci-dessus comme par exemple benzyle, 

15 phenethyle ou naphtylmethyle. Les radicaux alkoxycaibonyle, (alkyl)aminocaibonyle et 
(dialkyl)aminocarbonyle d6signent les radicaux dans lesquels respectivement les radicaux 
alkyle et alkoxy ont la signification indiqu6e pr6cedemment. Les termes 
alkylcarbonylaminoalkyle, aryloxy alkyle, aryl alkoxy, heteroaryle alkyle, cycloalkyl 
alkyle designent les radicaux dans lesquels les radicaux alkyle, aryloxy, aryle, heteroaryle 

20 et cycloalkyle sont tels que d6finis ci-dessus. 

Dans le cas de radicaux de formule -NRjRj ou R 1 et Rj forment ensemble avec l'atome 
d ! azote auquel ils sont rattaches un heterocycle eventuellement substitu6, Thfeterocycle est 
de preference satur6 et comprend de 4 k 7 chainons et de 1 a 3 h6t6roatomes incluant 
Tatome d'azote d6j£ present, les heteroatomes suppl&nentaires etant choisis 
25 independamment dans le groupe constitue des atomes O, N et S. Ledit heterocycle peut 
etre, par exemple, le cycle azetidine, pyrrolidine, piperidine, piperazine, morpholine ou 
thiomorpholine. Ledit h6t£rocycle peut etre substitue par un ou plusieurs substituants 
identiques ou differents choisis parmi un radical alkyle, alkoxy, aryle, aralkyle, hydroxy 
ou halo. 

30 Selon la definition des groupes variables, un compose de formule I B tel que definie 
ci-dessus, peut pr&enter un ou plusieurs caibones asymetriques. L'invention concerne les 
composes de formule I B telle que definie ci-dessus, composes qui peuvent se trouver sous 
forme racemiques, enantiomeres ou diast6r£oisom&res. 
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De mani&re preferentielle, Tinvention a pour objet une composition ou un produit tel que 
defini ci-dessus, caracferis6 en ce que Vinhibiteur de calpaines repond a la formule (Ib) 

T-NH-OT(Ri)-C(0^^ (Ib) 

telle que definie ci-dessus et dans laquelle 

5 Ri, R2 et R 3 representent, indSpendamment, un radical alkyle eventuellement substitu6 
par un ou plusieurs substituants choisis parmi : hydroxy, mercapto, alkylthio inferieur, 
carboxy, aminocarbonyle, amino, guanidino, ou phenyle, indole ou imidazole 
eventuellement substitu6, 

le ou les substituants des radicaux ph6nyle, indole et imidazole etant choisis parmi : 
1 0 halo, hydroxy, alkyle inferieur ou alkoxy inferieur ; 

Y represente l'atome dTiydrogfene ou un radical -C(0)-Ry ou -C(0)-0-R'y dans lequel 

Ry represente un radical alkyle inferieur ou ~N(Ry0(Ry2) ; 

R f y represente un radical alkyle inferieur ou benzyle ; 

Ryi repr6sente l'atome dTiydrogene et Ry 2 representent, independamment, l'atome 
15 dTiydrogdne, un radical alkyle inferieur, alkoxy inferieur, arylalkyle inferieur, 

heteroarylalkyle inferieur, cycloalkyl-alkyle, h6ferocycloalkyle, ces radicaux 
pouvant etre substitu6s par un ou plusieurs susbtituants identiques ou differents 
choisis parmi : halo, hydroxy, trifluoromethyle, alkyle inferieur, alkoxy inferieur, 
amino, (alkyl inferieur)aroino, di(alkyl inferieiir)amino, aryloxy, arylalkoxy ; 

20 n represente 0 ou 1 ; 

T represente un radical de formule -C(0)-0-Rti ou -C(0)-Rt 2 dans laquelle 

Rti represente un radical alkyle inferieur, benzyle, phenethyle ; 

Rt 2 represente un radical alkyle inferieur, arylalkyle inferieur, aryloxy alkyle 
inferieur ou un h6teroaryle. 

25 De mani&re tr&s pfeferentielle, l'invention a pour objet une composition ou un produit tel 
que d6fini ci-dessus, caracterise en ce que Pinhibiteur de calpaines repond h la 
formule (Ib) 

T-NH-CT(Ri)-C(0)-NH^ (Ib) 
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telle que d6finie ci-dessus et dans laquelle 

Ri et R2 representent, independamment, un radical alkyle eventuellement substitue 
par un radical phenyle, lui meme 6ventuellement substitue par halo, hydroxy ; 

Y represente Tatome dliydrog6ne ; 

5 T represente un radical de fonnule -C(0)-0-Rti dans laquelle Rti represente un 

radical alkyle inferieur ou benzyle, et n = 0. 

^invention a plus particuli&rement pour objet egalement une composition ou un produit 
tel que d6fini ci-dessus, caract6ris6 en ce que le piSgeur des formes reactives de l'oxygene 
est choisi panni Tacide ascorbique, l'6thoxyquin, la N-acetyl-cysteine, le p-carot&ie, 
10 Tacide 2,2,5,5-tetramethyl-3-pyrroline-l-oxyl-3-carboxylique, le coenzyme Q10, les 
composes captodatifs, les nitrones, les compos6s phenoliques, des derives de l'indole, des 
indolines, des imidazoles, les phenothiazines, les ptenoxazines, les ph6nazines, les 
diphenylamines ou des carbazoles. 

De maniere preferentielle, Tinvention a pour objet une composition ou un produit tel que 
15 defini ci-dessus, dans lequel le piegeur de formes reactives de l'oxygene est choisi parmi 
l'acide ascorbique, T&hoxyquin, le tempol, la N-te/t-butyl-a-phenyl-nitrone, la N-acetyl- 
cyst&ne, le |3-carotene, l'acide 2^,5,5-t6ti^6thyl-3-pyrroline-l-oxyl-3K>arboxylique, le 
coenzyme Q10, les composes captodatifs, le probucol, NDGA, l'ot-, P-, y> e-, T " ou 
8-tocopherol, l'acide 3,5-di-te^butyM-hydroxybenzoIque, le 2,3,6-trimethyl- 
20 2-hexyloxyph6nol, le 2,6-di-fer^-butyl-4-methoxyphenol, le 2,6-di-terf-butyl- 

4- m6thylphenol, le trolox, le gallate de n-propyle, l'eug6nole, l'acide caf<§ique, l'acide 
sinapinique, l'acide gallique, le propofol, la melatonine, le 5-hydroxy-tryptamine, l'acide 

5- hydroxy-indole-2-carboxylique, la 5-amino-indoline, la N-m6thyl-indoline, l'imidazole, 
la cimetidine, le 4-hydroxy-carbazole, le carvedilol, 2-methoxy-10if-ph£nothiazine, 

25 la 4-hydroxydiphenylamine, la 4-aminodiph6nylamine, la 4-methoxy-N-(4-m6thoxy 
phenyl)aniline ou le 9-[2-(4-morpholinyl)ethyl]-2,4-di-l~^^ 
[4,5-b]indole. 

L'invention a plus particuli&ement pour objet 6galement une composition ou un produit 
tel que defini ci-dessus, caract6ris6 en ce que le piSgeur des formes reactives de l'oxygene 
30 est choisi parmi les composes phenoliques, les phenothiazines et les diphenylamines. De 
mani&re preftrentielle, le ptegeur des formes reactives de l'oxygene est choisi parmi les 
composes phenoliques de formule Ia telle que definie ci-dessus, les phenothiazines de 
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formule IVa telle que definie ci-dessus et les diphenylamines de formule Va telle que 
definie ci-dessus. 

Plus particulierement egalement, l'invention a pour objet une composition ou un produit 
tel que deJSni ci-dessus et dans lequel 

5 le piegeur des formes reactives de 1'oxygene est choisi parmi : l'acide 3,5-di-ter/- 

butyl-4-hydroxybenzoique (BHT), la 2-methoxy-10//-phenothiazine et 
la 4-hydroxydiph6nylamine ; et 

le compose inhibiteur de calpaines est choisi parmi : (lS)-l-({[(lS)-l-formyl- 
3-methylbutyl]amino}carbonyl)-3-m6thylbutylcarbamate de benzyle (ou Z-Leu- 
10 Leu-H), (15)-l-{[(l-benzyl-2-oxoethyl)amino] carbonyl}-3-methylbutylcarbamate 

de benzyle (ou Z-Leu-Phe-H), Tester benzylique de l'acide 
[1-[[1 -foraiylpentyl)amino]carbonyl]-3-methylbutyl]carbamique (calpeptine), et 
l'acide 3-(4-iodophenyl)-2-mercapto-2-propfenoi"que (PD 150606). 

L'invention a enfin pour objet l'utilisation d*une substance inhibitrice des calpaines et 
15 d'une substance piegeur des formes reactives de 1'oxygene, pour la preparation d'un 
medicament destine a traiter les troubles du systeme nerveux central ou peripherique, les 
dystrophies musculaires, la cachexie, la perte d'audition et la cataracte. De maniere 
pr^ferentielle, la substance inhibitrice des calpaines est l'acide 3-(4-iodophenyl)- 
2-mercapto-2-propenoique (PD 150606) ou r6pond 4 la formule Ib telle que definie 
20 ci-dessus, De maniere preferentielle Sgalement, le piegeur des formes reactives de 
Toxyg&ie est choisi parmi les composes phenoliques, les phenothiazines et les 
diphenylamines, et plus particulierement, le piegeur des formes reactives de 1'oxygene est 
choisi parmi les composes phenoliques de formule Ia telle que d&finie ci-dessus, les 
phenothiazines de formule IV A telle que definie ci-dessus et les diphenylamines de 
25 formule V A telle que definie ci-dessus. 

Les composes inhibiteurs des calpaines et piegeurs de formes reactives de 1'oxygene sont 
commerciaux ou peuvent §tre prepares par les methodes connues de I'homme de Tart (ou 
par analogie a ces dernieres) (J. Med. Chem. , vol. 37, 2918-2929 (1994) ; TIPS, vol. 1 1, 
139-142 (1990) ; TBS, vol. 16, 150-153 (1991) ; Br. J. Pharmacol, vol. 110, 369-377 
• 30 (1993)). 

Tous les termes techniques et scientifiques utilises dans le present texte ont la 
signification connue de Thomme de Tart. Par ailleurs, tous les brevets (ou demandes de 
brevet) ainsi que les autres references bibliographiques sont incorpores par reference. 



WO 02/40016 



- 13- 



PCT/FR01/03558 



Partie expSrimentale 

Les exemples suivants sont presents pour illustrer les procedures ci-dessus et ne doivent 
en aucun cas etre consideres comme une limite a la portee de Finvention. 

Soit A le piegeur de formes reactives de Voxygene et B l'inhibiteur de calpaines. 
Exemple 1 

Compose AB, combinaison du compose A : I'acide 3,5^e^-butyl-4-hydroxybenzoique 
(BHT), antioxydant pi6geur de radicaux libres oxygenes, et du compost B : Z-Leu-Leu- 
H, inhibiteur des calpaines. 

Exemple 2 

Compose AB, combinaison du compose A : 2-methoxy-10i/-phenothiazine, antioxydant 
ptegeur de radicaux libres oxygenes, et du compos6 B : Z-Leu-Phe-H inhibiteur des 
calpaines. 

Exemple 3 

Compost AB, combinaison du compose A : Tacide 3,5-di-terf-butyi-4-hydroxybenzoique 
(BHT), antioxydant pi6geur de radicaux libres oxyg&ies, et du compost B: calpeptine, un 
inhibiteur de calpaines. 

Exemple 4 

Compos6 AB, combinaison du compose A : Tacide 3,5-di-rert-butyM-hydroxybenzoique 
(BHT), antioxydant pifegeur de radicaux libres oxygen&, et du compose B : Tacide 
3-(4^iodophenyl)-2-mercapto-2-propteoique (PD 150606), un inhibiteur de calpaines. 

Exemple 5 

Compose AB, combinaison du compose A : la 4-hydroxydiphenylamine, antioxydant 
piegeur de radicaux libres oxyg6n6s, et du compos6 B : Vacide 3-(4-iodophenyl> 
2-mercapto-2-propdnoique (PD 150606), un inhibiteur de calpaines. 

Exemple 6 

Compose AB, combinaison du compose A : la 4-hydroxydiph6nylamine, antioxydant 
piegeur de radicaux libres oxyg£n6s, et du compose B : Z-Leu-Leu-H, un inhibiteur de 
calpaines. 
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Exemple 7 

Compose AB, combinaison du compose A : la Z-m^thoxy-lO/f-phenothiazine, 
antioxydant ptegeur de radicaux libres oxygenes, et du compos6 B : calpeptine, un 
inhibiteur de calpaines. 

Etude pharmacologique 

Les composes de l'invention ont 6t6 soumis k quelques tests biologiques in vitro, afin de 
prouver leur activity a bloquer la calpaine et k pteger les radicaux libres. Leur activite a 
6te evaluee sur des tests euzymatiques et sur un module de protection de la mort 
cellulaire. Dans ce modele, la mort cellulaire par necrose est induite par la maitotoxine 
(JNeurochem 1999, 72 (5) : 1853-1863, Mc Ginnis et al). La maitotoxine est une toxine 

* 

marine qui active les canaux calciques (Biochem. Pharmacol 1990,39:1633-1639, 
Gusovsky et al). II en r6sulte une augmentation de calcium intracellulaire de 10-20 fois 
dans les cellules gliales de rat C6 (Chem Res Toxicol 1999:12:993-1001, Konoki et al). 
Le traitement des neuroblastomes humains SHSY5Y par la maitotoxine induit une 
activation de l'activite de la calpaine via Taugmentation de calcium intracellulaire 
(Archives of Biochemistry and Biophysics, 331 (2): 208-214, Wang et al). Les calpaines 
sont des cysteines proteases cytosoliques qui ont absolument besoin de calcium pour etre 
activ6es. Deux isoformes de calpaines sont distributes de fa$on ubiquitaire dans les 
tissus : la calpaine I ou > " et la calpaine II ou "m" qui necessitent respectivement une 
concentration ou mM de calcium pour etre activees. 

Dans le modele in situ de necrose induite par la maitotoxine, une stimulation de la 
calpaine et une production de formes reactives de l'oxyg&ie se produit L'effet 
partiellement protecteur sur la n6crose d'inhibiteur de calpaines ou de piegeur des formes 
reactives de 1'oxygene est demontre. Les effets de l'association ont ete comparts k ceux 
produits par un traitement avec Tinhibiteur de calpaine ou du piegeur des formes reactives 
de l'oxygdne seul. ^association d f un inhibiteur de calpaines et d*un piegeur des formes 
reactives de Toxygene montre im effet protecteur significatif sur la necrose induite par la 
maitotoxine par rapport k Teffet de Tinhibiteur de calpaine ou de piegeur des formes 
reactives pris separement et aux doses utilisees. Ceci prouve la synergie entre Tinhibiteur 
de calpaines et le ptegeur des formes reactives de Toxygdne. 

1) Etude des effets sur la Calpai ne T humaine 

Le test consiste k mesurer l'activite de Tenzyme (enzyme purifi6e a partir d' erythrocytes 
humains) qui est incub6e dans un tampon en presence d ! un substrat peptidique coupte k 
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un fluorochrome (amino -methylcourmarine, AMC) et du calcium. L'enzyme activ6e par 
le calcium, prot6olyse le substrat et libere le fragment AMC. UAMC libere fluoresce a 
460 nm sous une excitation k 380 nm. L' activite de l'enzyme est done proportionnelle a la 
quantity de fluorescence e'est a dire de fragment AMC libre. La fluorescence 
5 (380/460 nm) est mesuree a l'aide d f un fluorim&tre multipuits (Victor 2, Wallac). 

Le dosage se fait en micro-plaques 96 puits k fond transparent et paroi noires dans 
lesquels sont distribues 10 nl par puits de substance a tester dans du DMSO 10 % , 45 |il 
de melange reactionnel contenant la calpaine I humaine k 2,2 U/ml (Calbiochem, ref : 
208713), le substrat Sue Leu Tyr-AMC (Bachem, ref : 1-1355) 4 1,1 mM dans du tampon 

10 (Tris-HCl 110 mM; NaCl 110 mM ; EDTA 2,2 mM ; EGTA 2,2 mM ; mercaptoethanol 
1,1 mM). La reaction est initiee en ajoutant 45 \d de CaCi 2 22mM. Pour d&enniner le 
bruit de fond, des puits temoins sans calcium sont ajoutes sur la plaque (10 [iL DMSO 
10 % + 45 pL de tampon avec Venzyme et le susbtrat + 45 \ih H2O). Pour determiner 
l'activite totale de l'enzyme des puits temoins sans produit sont ajoutes sur la plaque 

15 (10 \ih DMSO 10 % + 45 ^iL de tampon avec l'enzyme et le susbtrat + 45 fiL de CaCl 2 
22 mM ). Chaque concentration des produits (0,1 nM k 10 \M) est test6e en duplicate 
Les plaques sont agitees et Vincubation a lieu pendant une heure k 25° C a Vobscurite. La 
fluorescence est lue k 380/460 nm k l'aide du Victor. 

Les resultats sont exprimes en valeur de CI50 et sont resumes dans le tableau 1 ci-dessous. 

20 2) Effet in situ sur Tactivite calpaine dans des neuroblastomes Humains f S HSY5Y) et 
dans des cellules gliales de rat (C6) 

Les neuroblastomes humains SHSY5Y et les cellules gliales de rat C6 sont ensemencees 
k 50 000 et 25 000 cellules, respectivement, par puits dans des plaques k 96 puits dans du 
DMEM 10 % FBS. Le lendemain, les cellules qui ont adhere sont lavees 3 fois dans du 
25 milieu DMEM sans s6rum et 40 mM Hepes. Cent microlitres du produit B sont deposes 
dans les puits. Apres une heure d'incubation k 37° C sous une atmosphere de 5 % de CO2, 
10 nl contenant le substrat fluorescent de la calpaine (Suc-Leu-Tyr-AMC) et la 
maitotoxine (Sigma, ref : M-9159), pour obtenir une concentration finale dans le puits de 
100 tiM et de 1 nM respectivement, sont rajout6s. 

30 Pour determiner Tactivite totale de l'enzyme cellulaire, des puits sans produit sont ajoutes 
sur la plaque (100 u.L DMSO 100 toe plus 10 ul de MTX et substrat). Les bruits de fond 
sont determines en rajoutant des puits controles sans MTX. Chaque concentration des 
produits (0,3 uM a 200 nM pour les SHSY5Y et 0,01 uM i 100 uM pour les C6) est 
test6e en triplicats. Les plaques sont agitees, la fluorescence est lue a 380/460 nm a l'aide 
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du Victor 4 T zfro. Uincubation a lieu pendant quatre heures pour les SHSY5Y et 
une heure trente pour les cellules C6 a 30° C a l'obscurite. 

Les r6sultats sont exprimes en valeur de CI50 et sont resumes dans le tableau 1 ci-dessous. 
Tableau 1 : activite d'inhibition enzymatique des composes A et B 



LEUPEPTINE 
EXEMPLE 1 



B 

EXEMPLE 2 



B 

EXEMPLE 3 



B 

EXEMPLE 4 



B 

EXEMPLE 5 



B 

EXEMPLE 6 



B 

EXEMPLE 7 



B 



Inhibition 
calpame I Humaine [ CI50 (nM) ] 



acellulaire 



73 



8 



2,8 



5144 



5144 



2,8 



in situ (SHSY5Y) 



13370 ±2390 



in situ (C6) 
fa=3) 



1750 ± 340 



2200 ± 290 



(la leupeptine ainsi que les exemples 3 a 7 n'ont 6t6 testes que sur Vinhibition de calpaine I 
humaine acellulaire). 
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31 Effet in vitro sur la lipoperoxvdation lipidioue 

Le test consiste a induire la peroxydation lipidique par les reactions de Fenton en 
presence de fer et d'ascorbate. Le degre de peroxydation lipidique est determine par la 
concentration en malonaldehyde (MDA). Le MDA produit par la peroxydation lipidique 
des acides gras insatur6s est un bon indice de la peroxydation bpidique (Esterbauer et al, 
1990 ; Meth. Enzymol. 186: 407-421). Pour ce test colorim6trique, la condensation d'une 
molecule de MDA avec deux molecules de reactif chromogene R (N-methyl- 
2-phenyUndole) produit un chromophore stable dont la longueur d'onde d'absorbance 
maximale est egale a 586 nM. 

Les membranes sont prepares a partir de cortex de rat males Sprague Dawley de 200 a 
250 g. Les animaux sont sacrifies par decapitation et les cerveaux sont immediatement 
preleves et rinces dans du Tris HQ 20 mM pH 7,4 froid. Les cortex, disseques et 
debarrasses de la substance blanche, sont alors broyes au potter de Thomas, dans du 
tampon Tris HC1 20 mM pH 7,4 a 4° C. Le broyat obtenu est centrifuge a faible vitesse 
pour eliminer les gros debris (515 g pendant 15 minutes a 4° C). Le surnageant est alors 
reparti dans des tubes de centrifugation en polycarbonate et centrifuge a 51 500 g pendant 
25 min a 4° C. Les culots de membranes sont conserves a -80° C. 

Le jour de l'experience, les membranes congelees sont remises en suspension a la 
concentration de 0,5 equivalents grammes de cortex par 5 ml de tampon Tris HC1 20 mM 
pH 7,4 et homogeneisees a l'aide dhin combitips. Dans des plaques 96 puits " deep-well" 
1 ml polypropylene a fond conique, 5 ul par puits de produit a tester ou du solvant sont 
melanges avec 40 ul dliomogenat de cortex cerebral de rat par centrifugation 
(800tr/min). Les plaques sont recouvertes d'une feuille d'aluminium autocollante et 
incubees a 37° C pendant 15 min sous agitation. La reaction de peroxidation lipidique est 
initiee par reaction de Fenton par l'ajout de 5 ul par puits du m61ange de peroxydation 
contenant de VEDTA a 1 mM, de l'acide ascorbique a 4 mM et du FeCl 2 a 1 mM, pour 
former du MDA. Les plaques sont centrifugees brievement (800 tr/min) et recouvertes 
d'une feuille d'aluminium autocollante. Apres 30 minutes d'incubation a 37° C sous 
agitation, 160 ul d*un melange de revelation contenant 3 volumes du reactif 
chromogene R et un volume de methanol sont rajoutfes par puits. Apres une agitation de 
10 secondes, 40 ul d'HCl 37 % sont rajoutes par puits. La r6velation du MDA form6 est 
obtenue apres une incubation des membranes pendant 3/4 h a 45° C. 

La separation des membranes et des surnageants se fait par filtration sous vide sur 
plaque 96 puits a fond filtrant multiscreen NA (Millipore, ref: MANANLY 50). 
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L'absorbance des surnageants recuperSs dans les plaques 96 puits est lue k l'aide d'un 
photometre. 

Les resultats sont exprimes en valeur de CI50 et sont resumes dans le tableau 2 ci-dessous. 
4) Effet in situ sur le taux d'isoprostanes ( 8-isoPGlF2cfl 

5 La 8-isoPGlF2cc fait partie dWe famille de compos6s dont la premiere 6tape de synthese 
(peroxydation de l'acide arachidonique) se fait de maniere non enzymatique en presence 
de radicaux libres (Morrow et coll, 1990). La mesure des taux de 8-iso PGF2a est 
consideree comme un marqueur fiable du stress oxydatif. 

Les cellules gliales de rat C6 ont et6 ensemencees a 25 000 cellules par puits dans des 
10 plaques k 96 puits dans du DMEM 10 % FBS. Le lendemain, 100 |ii du produit A sont 
deposes dans les puits. AprSs une heure d'incubation a 37° C sous une atmosphere de 5 % 
de CO2, 10 \il contenant la maitotoxine, pour obtenir une concentration finale dans le 
puits de 1 nM, est rajoute. Aprks 3 heures d'incubation, les surnageants sont pr61ev6s et 
congeles k -20° C. Les taux de 8-isoPGlF2cc sont tnesures k l'aide d f un kit de dosage EIA 
1 5 spfecifique (Cayman chemical , r6f : 51635 1). 

Les resultats sont exprim6s en valeur de CI50 (nM) et sont resumes dans le tableau 2 
ci-dessous. 
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Tableau 2 : activity d'inhibition enzymatique des composes A et B 





Inhibition de la 


Inhibition du taux 




r eroxioauon upiuique 


u lbupruoidueb j« o«w \vaj^ 




rpy A.XAl 


|Ci 50 IfiM) | (n - 


LEUPEPTINE 






rSXEMPLE 1 






A 


3,7 


1U1 


B 






bXEMPLE Z 






A 

A 


0,19 


0,4 


13 






bXEMPLE 3 






A 

A 


3,7 




B 






JlXEMPLE 4 






A 

A 


3,7 




B 






EXEMPLE 5 






A 

A 


0,093 




B 






EXEMPLE 6 






A 


0,093 




B 






EXEMPLE 7 






A 


0,19 




B 







(la leupeptine ainsi que les exemples 3 h 7 n'ont 6t6 test6s que sur Tinhibition de la 
peroxydation lipidique). 

5 5) Effet in vitro sur la necrose induite par la maitotoxine 

Les neuroblastomes humains SHSY5Y et les cellules gliales de rat C6 sont ensemencSes 
a 25 000 cellules par puits dans des plaques k 96 puits dans du DMEM 10 % FBS 
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pendant 24 h. Les myoblastes de rat L6 sont ensemencees a 1000 cellules par puits dans 
du DMEM 10 % FBS sur des microplaques 96 puits preaiabiement coat6es avec de la 
gelatine 0,5 % PBS. Apr£s 3 jours de culture le milieu est retir6 et remplac6 par un milieu 
de differentiation (DMEM + 10 \igfval d'insuline +100 ng/ml de transferrine). 50 \i\ du 

5 produit A plus 50 nl de solvant ou 50 jil du produit B sont d6poses dans les puits. Aprfes 
une heure d'incubation k 37° C sous une atmosphere de 5 % de C0 2 , 10 \il de maitotoxine 
pour obtenir une concentration finale de 0,1 a 1 nM (suivant le type cellulaire) est rajoutt. 
Apr£s 3 h d'incubation k 37° C sous une atmosphere de 5 % CO2, la viabilite cellulaire est 
d&ermin6e par l'ajout de 10 fil de sels de tetrazolium (wst-1, Roche, r6f : 1644807). Les 

10 sels de tetrazolium sont clives en molecules de formazan par des deshydrogenases 
mitochondriales. La quantit6 de formazan forme est directement correlee aux nombres de 
cellules metaboliquement actives dans la culture. La mesure de l'absorbance du formazan 
est effectu6e k Taide d'un photom£tre multipuits a une longueur d'onde de 420 nm contre 
une longueur d'onde de reference de 620 nm. Les rfsultats sont exprimes en pourcentage 

15 de protection de la necrose induite par la maitotoxine 0,1 nM et sont resumes dans les 
tableaux 4 et 5 ci-dessous. 

L'effet theorique a 6t6 obtenu en multipliant le pourcentage de cellules mortes en 
presence du produit A par le pourcentage de cellules mortes en presence du produit B 
(tableau 3). Le pourcentage de protection de la mort cellulaire induite par la MTX etant 
20 le pourcentage de cellules maintenues vivantes en presence du ou des produits. 

Tableau 3 : Determination de Interaction des composes A et B 



Fraction Mortes 

obtenue apres combinaison 
des composes A et B 

Effet Observe 


Fraction Mortes 

obtenue par chacun des 
compos6s A et B 

Effet th6orique 


Interactions 
des 

composes A et B 


FM (A+B) < 


(FM A)x(FM B) 


synergie 


FM (A+B) = 


(FM A)x(FM B) 


additivit6 


FM (A+B) > 


(FM A)x(FM B) 


antagoniste 



Dans une premiere sfrie d'experiences, la concentration du produit A dans Texemple 1 est 
fixee (100 fiM), le produit B est ajoute k des concentrations variant de zero k 100 ^iM 
25 (Tableau 4A). Dans une deuxi&ne s6rie d'exp&iences, le produit B de l'exemple 1 est fix6 
a 100 |iM, le produit A est ajoutfe k des concentrations variants de z6ro k 100 jiM 
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(Tableau 4B). C f est l'association avec 100 \M de chacun des produits qui montre la plus 
importante synergie entre le produit A et le produit B pour proteger les cellules SHSY5Y 
de la necrose induite par la MTX. 

Tableau 4 : Protection de la necrose induite par la maitotoxine 0,1 nM sur des 

neuroblastomas Humains SHSY5Y (n=2) 

Tableau 4A : Interaction du compose A (BHT) (concentration fixe a 100 fiM) en 

presence de concentrations variables du compose B (Z-Leu-Leu-H). 





Protection de la necrose induite par MTX 


A 

100 uM 


12,5 uM 


E 

25 uM 


50 nM 


100 ^iM 


Compose A (100 \iM) 


8,68 ± 0,3 










Compost B 




6,89 ±1,51 


6,94 ± 0,2 


9,01 ± 0,83 


17,52 ±2,69 


Compost A + Compos6 B 
Effet observe 




24,90 ± 0,93 


32 ± 0,93 


35,74± 5,71 


44,07 ±16,62 


compose A + compose B 
Effet theorique 




14,98 ±1,1 


15,01 ± 0,46 


16,91 ± 1,03 


24,68 ± 2,2 



Tableau 4B : Interaction du compose B (Z-Leu-Leu-H) fixe (100 fiM) en presence de 

concentrations variables du compose A (BHT). 





Protection de la necrose induite par MTX 


B 

100 uM 


12,5 \M 


25 m 


50 nM 


100 uM 


compos6B(100 uM) 


17,52 
±2,69 










compose" A 




5,18 ±1,81 


7,45 ±1,65 


8,87 ± 0^4 


8,68 ± 0,3 


compose A + compose B 
Effet observd 




22,08 ± 4,49 


27,38 ±2,46 


30,71 ±11,01 


44,07 ±16,62 


compose A + compose" B 
Effet theorique 




21,83 ±1,06 


23,7 ±1,13 


24,82 ±2,73 


24,68 ± 2,2 
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Au vu des resultats precedents, l'association de l'exemple 1 avec du produit A et du 
produit B a 100 |iM de chacun des produits est effectuee sur les neuroblastomes humains 
(SHSY5Y ; Tableau 5A) et sur les cellules gjiales avec 25 jiM de produit A et 50 pM de 
produit B (C6 ; Tableau 5B) sur un plus grand nombre de cas. 

5 Tableaux 5 : Interaction synergique des composfes A et B sur la protection de la necrose. 



Tableau 5A : 



Produit 
a 100 uM 


Protection de la ndcrose induite par MTX sur SHSY5Y (n = 8) 


EXEMPLE 1 




A 


19,48 ± 5,20 % 


B 


12,87 ± 3,72 % 


AB observe 


40,35 ± 6,21% */ A, **/B, superieur au theorique 


AB theorique 


28,69 ± 6,73 % 



Les resultats du Tableau 5A, Exemple 1 montrent que le Z-Leu-Leu-H inhibiteur des 
calpaines, utilise a la concentration de 100 ^iM, est inactif pour prot6ger efficacement les 
neuroblastomes Humains (SHSY5Y) de la n6crose induite par la maitotoxine. De meme, 

10 I'acide 3-5-di-ter^butyl-4-hydroxybenzoique utilise comme piegeur des formes r6actives 
de Voxygene a la dose de 100 yM est feiblement actif (inferieur & 20 %). Par contre, 
l'association des deux composes protege significativement par rapport aux deux 
composes testes separement Cet effet est synergique, car le pourcentage de protection 
obtenue en associant les deux composes est superieur k l'effet theorique calcule 

15 (Tableaux 3 et 5 A, Exemple 1). 
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Produits 


Protection de la necrose induite 
par MTX sur Co w 


Fypmpt V 1 






9 69% 




21 23 % 


A{50j\ilvl]B[25uM] observe 


43,95 % 


AB th6orique 


28,59 % 


J_/ A. Jj, XVI Jr LtC Z 










1 7 OS ± 2 82 % 


A[50^lvqB[50iiM] observe 


33,06 ±7,99% 


AB theorique 


17,77 ± 3,68 % 


jDAJdMPLI} J 




■q ri nn nA/TI 
i5 [1UU (iivlj 


u,o*t /o 


A \p\j JXLVIJ 


17 <1 0/ 


A[100uMlB[50 uM] observe 


37,77 % 


AB theorique 


13,25% 


iJXEMPLE 4 




jo [1UU JAM] 


n 'ia oz 


A [100 pMJ 


an 84 0Z 
jU,o*t /o 


A[100iaM]B[100 uM] observe 


60,90 % 


AB theorique 


31,09% 


Jo [IUU U.MJ 


7 75 % 
Z, ID /o 


A [ZD JllVlJ 


u 170/ 

10,1 / /t> 


A[25^M]B[100 uM] observe 


27,15 % 


AB th6orique 


18,47% 


bXEMPLE -) 




D |Z3 UJVlj 


n °z 


A [ I Lr\J JIMJ 


1 7 on % 


A[25uM]B[100 uM] observe 


29,73 % 


AB theorique 


18,47% 


JiAJbMrJLiJ O 






4 01 % 




0, 41 % 


A[50^M]B[100 uM] observe 


11 11 0/ 
31,21 vo 


AB theorique 


13,88 % 


EXEMPLE 7 




B [50 uM] 


13,03 % 


A [100 uM] 


10,45 % 


A[50uM]B[100 uM] observe 


62,09 % 


AB theorique 


22,12 % 



n - 1 pour les exemples Iet3a7etn = 3 pour l'exemple 2) 
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De meme que pour le Tableau 5 A, les resultats du Tableau 5B, Exemple 1 montrent que 
le Z-Leu-Leu-H inhibiteur des calpaines, utilise a la concentration de 50 \iM, est inactif 
pour proteger efficacement les cellules gliales de rat (C6) de la necrose induite par la 
maitotoxine. De meme, l'acide 3-5-di-/er/-butyl-4-hydroxybenzoique utilise comme 
5 piegeur des formes reactives de l'oxygene k la dose de 25 [iM est faiblement actif (de 
Pordre de 20 %). Par contre, l'association des deux composes protege par rapport aux 
deux composes testes separement (43 %). Cet effet est synergique, car le pourcentage de 
protection obtenue en associant les deux composes est superieur a l'effet theorique calcule 
(Tableaux 3 et 5B, Exemple 1). 

10 L'effet synergique d'un anti-ROS et d'un anti-calpaine sur la protection de la necrose 
induite par la MTX a 6te verifie sur les cellules gliales avec un autre antioxydant et un 
autre inhibiteur de calpaine (Exemple 2, Tableau 5B). 

De la meme fa<?on, le 2-m6thoxy-10if-phenothiazine 5 antioxydant piegeur de radicaux 
libres oxygenes, et le Z-Leu-Phe-H, inhibiteur des calpaines sont inactifs h la dose de 

15 50|iM pour prot6ger les cellules gliales de rat (C6) de la necrose induite par la 
maitotoxine. Par contre, l'association du 2-methoxy-10i/-phenothiazine avec Z-Leu- 
Phe-H (Tableau 5B, Exemple 2) montre une protection hautement significative par 
rapport aux deux composds testes separement ainsi qu'a l'association th6orique. Cet effet 
est significativement synergique, car le pourcentage de protection obtenue en associant 

20 les deux composes est significativement superieur a l'effet theorique calcule (Tableaux 3 
et 5B), 

L'effet synergique d'autres antioxydants et d'autres inhibiteurs de calpaine a egalement 
et6 teste sur les cellules gliales (Exemples 3 a 7; Tableau 5B). L'exemple 7 a 6t6 
reproduit sur une autre lignee cellulaire notamment des cellules musculaires squelettiques 

25 de rat (myoblastes diff&renctees en myotubes ; Tableau 5C). Dans ces exemples, les 
produits A et B sont peu protecteurs par eux-memes vis a vis de la necrose cellulaire 
induite par la maitotoxine, par contre, l'association des deux composes protege par 
rapport aux deux composes testes separement. Ces effets sont synergiques, car le 
pourcentage de protection obtenue en associant les deux composes est superieur a l'effet 

30 theorique calcule (Tableaux 3, 5B Exemples 3 a 7 et 5C Exemple 7). 
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Produits 


Protection de la necrose induite par MTX sur L6 
Myoblastes differenci6es en myotubes 
(cellules du muscle squelettique de rat) 


EXEMPLE 7 




B [100 ]xM] 


5,09 % 


A [100 jiM] 


10,94 % 


A [100 \M\ B [100 \iM\ observe 


25,05 % 


AB th6orique 


15,48 % 



1 
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REVENDICATIONS 



1. Composition pharmaceutique comprenant, a titre de principe actif, au moins une 
substance inhibitrice des calpaines et au moins une substance piegeur des formes 
reactives de l'oxygene, et eventuellement un support pharmaceutiquement acceptable. 

5 2. Composition selon la revendication 1, caracterisee en ce qu'elle compend, a titre de 
principe actif, une substance inhibitrice des calpaines et une substance piegeur des formes 
r6actives de Foxyg&ie, et 6ventuellement un support pharmaceutiquement acceptable. 

3. Composition selon Pune des revendications 1 hi caract&is6e en ce que l'inhibiteur de 
calpaines r6pond k la formule (fe) 

10 T-NH^H(R0-C(O)-^^ (Ir) 

dans laquelle 

Ri, R2 et R3 reprSsentent, indSpendamment, l'atome d'hydrogene ou bien un radical alkyle 
inferieur Eventuellement substitue par un ou plusieurs substituants choisis parmi : 
hydroxy, alkoxy inf6rieur, mercapto, alkylthio inferieur, carboxy, aminocarbonyle, 
. 15 (alkyle Merieur)aminocarbonyle, di(alkyl inferieur)aminocarbonyle, amino, guanidino, 
aryle 6ventuellement substitu6 ou h&6roaryle 6ventuellement substitue, 

le ou les substituants des radicaux aryle et heteroaryle 6tant choisis parmi : halo, 
hydroxy, alkyle inferieur ou alkoxy inferieur ; 

Y represente 1'atome d'hydrogene ou un radical -C(0)-Ry ou -C(0)-0-R f y dans lequel 

20 Ry represente un radical alkyle inferieur ou -N(Ryi)(Ry2) ; 

* R'y represente Tatome d'hydrogene ou un radical alkyle inferieur ou arylalkyle 
inferieur ; 

Ryi et Ry2 representent, independamment, l'atome d'hydrogene, un radical alkyle 
inf6rieur, alkoxy inf&rieur, arylalkyle inferieur, h6t6roarylalkyle inferieur, 
25 cycloalkyl-alkyle, h&erocycloalkyle, ces radicaux pouvant etre substituSs par un ou 

plusieurs susbtituants identiques ou differents choisis parmi : halo, hydroxy, 
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trifluoromethyle, alkyle inferieur, alkoxy inferieur, amino, (alkyl inferieur)amino, 
di(alkyl Merieur)amino, aryloxy, arylalkoxy ; 

n represente 0 ou 1 ; 

T represente un radical de formule -C(0>0-Rti ou -C(0)-Rt 2 dans laquelle 



Rt 2 represente un radical alkyle inf6rieur, arylalkyle inferieur, aryloxy alkyle 
inferieur on un heteroaryle. 

4. Composition selon Tune des revendications 1 & 3, caracterisee en ce que Vinhibiteur de 
calpaines repond k la formule (I B ) 



dans laquelle 

Ri, R 2 et R3 representent, independamment, un radical alkyle eventuellement substitue 
par un ou plusieurs substituants choisis parmi : hydroxy, mercapto, alkylthio inferieur, 
carboxy, aminocarbonyle, amino, guanidino, ou phenyle, indole ou imidazole 
1 5 frventuellement substitue, 

le ou les substituants des radicaux ph6nyle, indole et imidazole 6tant choisis parmi : 
halo, hydroxy, alkyle inferieur ou alkoxy inferieur ; 

Y represente Tatome d ! hydrogene ou un radical -C(0)-Ry ou -C(0>0-R'y dans lequel 

Ry represente un radical alkyle inferieur ou -N(Ryi)(Ry2) ; 

20 R'y represente un radical alkyle inferieur ou benzyle ; 



5 



Rti repr&ente un radical alkyle inf6rieur ou arylalkyle inferieur ; 



10 



T-NH-CH(Ri)-C(0^ (Ib) 



25 




n represente 0 ou 1 ; 
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T repr6sente un radical de formule -C(0)-0-Rti ou -C(0)-Rt2 dans laquelle 

Rti repr6sente un radical alkyle inf6rieur, benzyie, phenethyle ; 

Rt 2 reprdsente un radical alkyle inferieur, arylalkyle inferieur, aryloxy alkyle 
inferieur ou un h&6roaryle. 

5 5. Composition selon hine des revendications 1 & 4, caract6ris6e en ce que Tinhibiteur de 
calpaines repond k la formule (Ib) 

T-NH-CH(Ri).C(0)-NH-CH(R 2 )-C(0)-[NH-CH(R3>^ (I B ) 
dans laquelle 

Ri et R 2 repr&sentent, independamment, un radical alkyle 6ventueilement substitu6 
1 o par un radical phenyle, lui meme 6ventuellement substitue par halo, hydroxy ; 

Y repr6sente Tatome dliydrogene ; 

T represente un radical de formule -C(0)-ORti dans laquelle Rti repr6sente un 
radical alkyle inferieur ou benzyie, et n = 0. 

6. Composition selon rune des revendications 1 a 2, caracterisee en ce que l'inhibiteur de 
1 5 calpaines est l'acide 3-(4-iodoph&iyl)-2-mercapto-2-propenoique. 

7. Composition selon Tune des revendications 1 a 6, caracterisee en ce que le piegeur des 
formes rdactives de l'oxygene est choisi parmi l'acide ascorbique, l'&hoxyquin, la 
N-ac6tyl-cyst6ine, le P-carotdne, l'acide 2,2,5,5-t6tram6thyl-3-pyrroline-l-oxyl- 

3- carboxylique, le coenzyme Q10, les composes captodatifs, les nitrones, les composes 
20 phenoliques, des derives de Tindole, des indolines, des imidazoles, les phenothiazines, les 

phenoxazines, les ph6nazines, les diphSnylamines ou des carbazoles. 

8. Composition selon l'une des revendications 1 & 7, caract6ris6e en ce que le ptegeur des 
formes reactives de l'oxygene est choisi parmi l'acide ascorbique, Tethoxyquin, le tempol, 
la N-fert-butyl-a-phenyl-nitrone, la N-acetyl-cysteine, le P-carotene, l'acide 

25 2,2,5,5-tetram6thyl-3-pyrroline-l-oxyl-3-carboxylique, le coenzyme Q10, les composes 
captodatifs, le probucol, NDGA, Tec-, P~, y-, e-, t- ou 8-tocopherol, l'acide 3,5-di- 
terf-butyl-4-hydroxybenzoique, le 2,3,6-trimethyl-2-hexyloxyphenoi, le 2,6-di-terf-butyl- 

4- m6thoxyphenol, le 2,6-di-^/t-butyl-4-m6thylph6nol, le trolox, le gallate de n-propyle, 
l'eugenole, l'acide cafeique, l'acide sinapinique, l'acide gallique, le propofol, la 

30 melatonine, le 5-hydroxy-tryptamine, l'acide 5-hydroxy-indole-2-carboxylique, la 
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5-amino-indoline, la N-methyl-indoline, Fimidazole, la cim&idine, le 4-hydroxy- 
carbazole, le carvedilol, 2-methoxy-10/f-phenotMazine, la 4-hycfroxydiphenylamine, la 
4-aminodiphenylamine, la 4-methoxy-N-(4-methbxyphenyl) aniline on le 
9-[2-(4-morpholinyl)ethyl]-2,4^ [4,5-b]indole. 

5 9. Composition selon Tune des revendications 1 a 6, caracterisee en ce que le piegeur des 
formes reactives de l'oxyg£ne est choisi parmi les composes phenoliques, les 
ph6nothiazines et les diph^nylamines. 

10. Composition selon Tune des revendications 1 a 2, caracterisee en ce que 

le piegeur des formes reactives de l'oxygene est choisi parmi : Tacide 3,5-di-terf- 
10 butyl-4-hydroxybenzoique (BHT), la 2-methoxy-10#-phenotMazine et la 

4-hydroxydiph6nyiamine ; et 

le compost inhibiteur de calpaines est choisi parmi : (lS)-l-({[(lS)-l-formyl- 
3-methylbutyl]amino}carbonyl)-3-methylbutylcarbamate de benzyle, (15)- 
l-{[(l-ben2yl-2-oxoethyl)amino] carbonyl}-3-methylbutylcarbamate de benzyle, 
15 Tester benzylique de l'acide [l-[[l-formylpentyl)amino]carbonyl]-3-methylbutyl] 

carbamique (calpeptine), et l'acide 3-(4-iodophenyl)-2-mercapto-2-propenoique. 

11. Produit comprenant au moins une substance inhibitrice des calpaines et au moins une 
substance piegeur de formes reactives de l'oxygene en tant que produit de combinaison, 
sous forme s6par6e, pour une utilisation simultan6e ou sequentielle dans le traitement de 

20 pathologies dans lesquelles les calpames et les formes reactives de l'oxygene sont 
impliquSes, pathologies telles que les maladies inflammatoires et immunologiques, les 
maladies cardio-vasculaires et c6rebro-vasculaires, les troubles du systeme nerveux 
central, l'osteoporose, les dystrophies musculaires, la cachexie, la perte d'audition, les 
maladies prolif Natives, la cataracte, les transplantations d'organes, les maladies 

25 auto-immunes et virales, le cancer et toutes les pathologies caracterisees par une 
production excessive des ROS et / ou une activation des calpaines. 

12. Produit selon la revendication 1 1 dans le traitement les troubles du systeme nerveux 
central ou peripherique, les dystrophies musculaires, la cachexie, la perte d'audition, la 
cataracte. 

30 13. Produit selon Tune des revendications 11 k 12, caracteris£ en ce que l'inhibiteur de 
calpaines repond k la fonnule (Ib) 

T-NH-CH(R,)-C(0)-NH-CH(R 2 )-C(0>[NH-CH(R 3 )-C(0)] n -Y (I B ) 
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dans laquelle 

Ri, R2 et R 3 representent, independamment, l'atome dliydrogene ou bien un radical alkyle 
inferieur eventuellement substitue par un ou plusieurs substituants choisis parmi : 
hydroxy, alkoxy inferieur, mercapto, alkylthio inferieur, carboxy, aminocarbonyle, 
5 (alkyle inferieur)aminocarbonyle, di(alkyl inf6rieur)aminocaibonyle, amino, guanidino, 
aryle eventuellement substitue ou het&oaryle eventuellement substitu6, 

le ou les substituants des radicaux aryle et heteroaryle 6tant choisis parmi : halo, 
hydroxy, alkyle inf6rieur ou alkoxy inferieur ; 

Y represente l'atome dliydrogene ou un radical -C(0)-Ry ou -C(0)-0-R ! y dans lequel 

1 0 Ry represente un radical alkyle inferieur ou -N(Ry i)(Ry2) ; 

R*y represente l'atome dliydrogene ou un radical alkyle inferieur ou arylalkyle 
inferieur; 

Ryi et Ry2 representent, independamment, Tatome dliydrogene, un radical alkyle 
inferieur, alkoxy inferieur, arylalkyle inferieur, heteroaryialkyle inferieur, 
, 1 5 cycloalkyi-alkyle, het6rocycloalkyle, ces radicaux pouvant etre substitues par un ou 

plusieurs susbtituants identiques ou differents choisis panni : halo, hydroxy, 
trifluoromethyle, alkyle inferieur, alkoxy inferieur, amino, (alkyl inferieur)amino, 
di(alkyl inferieur)amino, aryloxy, arylalkoxy ; 

n represente 0 ou 1 ; 

' 20 T repr6sente un radical de formule -C(0)-0-Rti ou -C(0)-Rt 2 dans laquelle 

Rti represente un radical alkyle inferieur ou arylalkyle inferieur ; 

Rt 2 represente un radical alkyle inferieur, arylalkyle inferieur, aryloxy alkyle 
inf&rieur ou un heteroaryle. 

14. Produit selon Tune des revendications 11 k 13, caracterisS en ce que l'inhibiteur de 
25 calpaines r6pond a la formule (Ib) 

T-^-CH(R0-C(O)^^ (Ib) 
dans laquelle 
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R h R 2 et R3 representent, independamment, un radical alkyle eventuellement substitue 
par un ou plusieurs substituants choisis parmi : hydroxy, mercapto, alkylthio inferieur, 
carboxy, aminocarbonyle, amino, guanidino, ou phenyle, indole ou imidazole 
eventuellement substitue, 

5 le ou ies substituants des radicaux phenyle, indole et imidazole etant choisis parmi : 

halo, hydroxy, alkyle inferieur ou alkoxy inferieur ; 

Y represente 1'atome dliydrogene ou un radical -C(0)-Ry ou -C(0)-0-R f y dans lequel 

Ry repr6sente un radical alkyle inferieur ou -N(RyO(Ry 2 ) ; 

R'y represente un radical alkyle inferieur ou benzyle ; 

■ 

10 Ryi represente Tatome dliydrogene et Ry 2 represente, independamment, Tatome 

dliydrogene, un radical alkyle inferieur, alkoxy inferieur, arylalkyle inferieur, 
h6t6roarylalkyle inferieur, cycloalkyl-alkyle, heterocycloalkyle, ces radicaux 
pouvant etre substitu6s par un ou plusieurs susbtituants identiques ou diff6rents 
choisis parmi : halo, hydroxy, trifluoromSthyle, alkyle inferieur, alkoxy inferieur, 

1 5 amino, (alkyl inferieur)amino, di(alkyl inferieur)amino, aryloxy, arylalkoxy ; 

n represente 0 ou 1 ; 

T represente un radical de formule -C(0)-0-Rti ou -C(0)-Rt 2 dans laquelle 

Rti represente un radical alkyle inferieur, benzyle, phenethyle ; 

Rt 2 represente un radical alkyle inferieur, arylalkyle inferieur, aryloxy alkyle 
20 inferieur ou un het6roaryle. 

15. Produit selon l'une des revendications 1 1 a 14, caracterise en ce que Tinhibiteur de 
calpaines repond a la formule (Ib) 

T-^-CH(Ri)-C(0^ (Ib) 

■ 

dans laquelle 

25 R\ et R 2 represented, independamment, un radical alkyle eventuellement substitue 

par un radical phenyle, lui meme eventuellement substitue par halo, hydroxy ; 

Y represente Vatome dliydrogene ; 
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T represente un radical de formule -C(0)-0-Rti dans laquelle Rti represente un 
radical alkyle inferieur ou benzyle, et n = 0. 

16.Produit selon Tune des revendications 11 k 12, caract6ris6 en ce que Tinhibiteur de 
calpaines est Tacide 3-(4-iodophenyl)-2-mercapto-2-propenoique. 

5 17. Produit selon rune des revendications 11 k 16, caracterise en ce que le pi6geur des 
formes reactives de Toxyg&ne est choisi parmi Tacide ascorbique, Tethoxyquin, la 
N-ac6tyl-cyst6ine, le P-carotene, Tacide 2,2,5,54etramethyl-3-pyrroline-l-oxyl- 

3- carboxylique, le coenzyme Q10, les composes captodatifs, les nitrones, ies composes 
phenoliques, des derives de 1'indole, des indolines, des imidazoles, les ph6nothiazines, les 

1 0 phenoxazines, les phenazines, les diphenylamines ou des carbazoles. 

18. Produit selon Tune des revendications 1 1 a 17, caracterise en ce que le ptegeur des 
formes r6actives de Toxygene est choisi parmi Tacide ascorbique, T6thoxyquin, le tempol, 
la N-fer/-butyl-a-ph6nyl-nitrone, la N-ac6tyi-cysteine, le |3-carot£ne, Tacide 
2,2,5,5-tetramethyl-3-pyrroline-l-oxyl-3-carboxylique, le coenzyme Q10, les composes 

15 captodatifs, le probucol, NDGA, , Toe-, P-, y- 9 *&- ou 5-tocopherol, Tacide 3,5-di-ferf- 
butyl-4-hydroxybenzoique, le 2,3,6-trimethyl-2-hexyloxyphenol, le 2,6-di-terf-butyl- 

4- m6thoxyphenol, le 2,6-di-terNbutyl-4-m6thylph6nol, le trolox, le gallate de n-propyle, 
Teugenole, Tacide cafeique, Tacide sinapinique, Tacide gallique, le propofol, la 
m61atonine, le 5-hydroxy-tryptamine, Tacide 5-hydroxy-indole-2-carboxylique, la 

20 5 -amino-indo line, la N-methyl-indoline, Timidazoie, la cimetidine, le 4-hydroxy- 
carbazole, le carvedilol, 2-m6thoxy-10if-phenothiazine, la 4-hydroxydiphenylamine, la 
4-aminodiphenylamine, la 4-m6thoxy-N-(4-m6tlioxyph6nyl) aniline ou le 
9-[2-(4-moipholmyl)ethyl^ [4,5-b]indole. 

19. Produit selon Tune des revendications 11 k 16, caracterise en ce que le ptegeur des 
25 formes r6actives de Toxygene est choisi parmi les composes phenoliques, les 

phenothiazines et les diphenylamines. 

20. Produit selon Tune des revendications 1 1 £ 12, caracterise en ce que 

le piegeur des formes reactives de Toxygene est choisi parmi : Tacide 3,5-di-terf- 
butyl-4-hydroxybenzoique (BHT), la 2-methoxy-10#-phenothiazine et la 
30 4-hydroxydiph6nylamine ; et 



le compose inhibiteur de calpaines est choisi parmi : (lS)-l-({[(lS)-l-formyl- 
3-methylbutyl]amino}carbonyl)-3-methylbutylcarbamate de benzyle, (15)- 
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l-{[(l-benzyl-2-oxoethyl)amino] carbonyl}-3-methylbutylcarbamate de benzyle, 
Tester benzylique de l'acide [l-[[l-fomylpentyl)amino]carbonyl]-3-methylbutyl] 
carbamique (calpeptine), et l'acide 3-(4-iodophenyl)-2-mercapto-2-propeiioique. 

21. Utilisation d'une substance inbibitrice des calpaines et d'une substance piegeur des 
5 formes reactives de FoxygSne, pour la preparation d'un medicament destine k traiter les 

dystrophies musculaires. 

22. Utilisation d'une substance inhibitrice des calpaines et une substance piegeur des 
formes reactives de l'oxygene, pour la preparation d'un medicament destine k traiter la 
cachexia 

10 23. Utilisation d'une substance inhibitrice des calpaines et une substance piegeur des 
formes reactives de l'oxygene, pour la preparation d'un medicament destine k traiter la 
perte d'audition. 

24. Utilisation d'une substance inhibitrice des calpaines et une substance piegeur des 
formes reactives de l'oxygene, pour la preparation d'un medicament destine a traiter la 

15 cataracte. 

25. Utilisation d'une substance inhibitrice des calpaines et une substance piegeur des 

* 

formes reactives de l'oxygene, pour la preparation d'un medicament destine a traiter les 
troubles du systeme nerveux central. 

26. Utilisation selon l*une des revendications 21 a 25, caracterisee en ce que la substance 
20 inhibitrice des calpaines est l'acide 3-(4-iodophenyl)-2-mercapto-2-propenoique 

(PD150606) ou repond a la formule I B telle que d6finie k la revendication 3. 

27. Utilisation selon l'une des revendications 21 k 26, caracterisee en ce que le piegeur 
des formes r6actives de l'oxygene est choisi parmi les composes phenoliques, les 
phenothiazines et les diphenylamines. 



